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Development and Application of the New in vivo Assay Method for the 
Allergy-Preventive Substances 
Emiko IWAOKAa), Hisae OKUb), Munekazu IINUMAc), Kyoko ISHIGUROb),* 
Abstract: We discovered a phenomenon in which the blood flow in vein microcirculation markedly decreases in response to hen-egg white 
lysozyme (HEL)-sensitization without any change in blood pressure. Using this blood flow decrease as a guide, we developed an in vivo 
assay method to search for substances, which can prevent allergies. The blood flow decrease appears to be regulated by various factors such 
as nitric oxide (NO), thromboxane (TX) A2, prostacyclin (PGI2) and endothelin (ET)-1 together with cyclooxygenase (COX)-1, COX-2, 
inducible nitric oxide synthase (iNOS), and constitutive nitric oxide synthase (cNOS). Using this in vivo assay method, allergy-preventive 
activity was demonstrated for the 35% EtOH extract of flowers of Impatiens textori MIQ. and the MeOH extract of the petals of Hibiscus 
mutabilis L. 'versicolor' MAKINO in a continuing search for allergy-preventive substances from natural source. Among the principal 
compounds in IT, apigenin (1), apigenin 7-glucoside (2), luteolin (3) and luteolin 7-glucoside (10) showed significant allergy-preventive 
effects. Among the principal compounds in HM, quercetin-3-O- β-D-xylopyranosyl-(1→2)-β-D-galactopyranoside (12), and mutabiloside 
(11) showed significant allergy-preventiveeffects. “Oketsu”, or stagnant blood syndrome, is one of the important pathological concepts in 
therapy with Kampo formula and drugs. We showed the effectiveness of the method for screening drugs aimed at “oketsu” treatment. 
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本研究室において、石黒ら 2) は ddY 系マウスに卵白リ
ゾチーム(hen egg-white lysozyme、HEL) で感作したのち、
9 日後、再度 HEL で惹起することにより抗原特異的に IgE












in vivo アッセイ法の開発に着手した。 
試薬 HEL（Sigma）、Complete Freund's adjuvant（CFA）
（DIFCO）を用いた。 
実験動物 5 週齢の ddY 系マウス（Specific pathogen free 







HEL 感作方法 前報 2) と同様に HEL 50 µg を CFA 25 µL
と生理食塩水 25 µL に充分懸濁し、感作液を用時調製し
た。5 週齢マウスに、1 匹あたり 50 µL の感作液を腹腔内
投与（i.p.）し、感作する。なお、以後の実験は全てこれ
と同様の方法で感作した。
血流量測定方法 前報 4) と同様に、マウスを 36˚C で 15
分間予備加温後、1 匹ずつホルダーに固定し、36℃の恒温
槽中でレーザー血流計を用いて、尾部皮下の静脈微小循環
の血流量を 0 から 9 日目まで、無麻酔下で 10 分間測定し





れた群について、Dunnett’s test を行い、Bonferroni で補正
を行った。
Fig. 1 に示すように、無処置マウスの血流量（－○－）
は 9 日間変化がみられなかった。一方、HEL 感作マウス
の血流量（－●－）は、感作前に測定した平常血流量に対
し、徐々に低下し、4 日目から有意な低下が認められた。
さらに 9 日目には平常血流量の 70% 近くまで低下した。















































Fig. 2 DPH, ketanserin, CV-3988 および DSCG の影響 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
compared with normal group (Dunnett’s test with Bonferroni). 
Fig. 1 感作マウスの血流量モニタリング 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
compared with normal group (Dunnett’s test with 
B f i)
選択的シクロオキシゲナーゼ（COX） -1 阻害薬の
flurbiprofen (Fig. 3A) および選択的 COX-2 阻害薬 NS-398


























かにしており、血中 NO 量が最大となる感作後 9 日目の
マウスの胸部・腹部大動脈において、感作マウスのみに
iNOS の発現を確認し、1 日目から 9 日目まで iNOS タン
パク発現量の経時的な増加を示すことを確認している。
従って、iNOS 由来の NO が血流量低下に関与することが
示唆されたことから、血流量低下における iNOS の関与を













Fig. 3 Flurbiprofen および NS-398 の影響 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
















Fig. 5 Beraprost, ozagrel, elaspol およびBQ-12 の影響 
Fig. 4 L-NAME および 1400W の影響 
 (A); Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 
as compared with control group (Tukey’s test with Bonferroni). 
§ p<0.05 as compared with L-NAME group (Tukey’s test with
Bonferroni). (B) ; Each value presents the mean ± S.E. for 5 
mice. 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
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固因子により血管内皮細胞から誘導される血管収縮物質

























































Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. *, # and § p<0.05 
as compared with control group (Dunnett’s test with Bonferroni). 
ツリフネソウ 35％EtOH エキス（IT）の調製 ツリフネ
ソウ（I. textori Miq.）の花は、開花期に岐阜県にて約 2.0 kg
を採集した。その花を採取後直ちに 35% EtOH に漬け、1
週間冷浸後ろ過した。その操作を 2 回くり返し得られたろ 
液を減圧下濃縮後、得られたエキス（IT；15.5g）を冷凍
保存した。IT は精製水を用いて 20 mg/mL に溶かし、マウ
スの体重 10 g あたり 100 µL を経口投与した時、投与量
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Fig. 7 ツリフネソウ花弁の効果 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
compared with normal group (Dunnett’s test with Bonferroni). 
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ツリフネソウ花弁の血流量低下の抑制効果 上記のアッセ
イ法を用いて、ツリフネソウ花弁 35％ EtOH エキス（IT）
の 200 mg/kg を感作日と、HEL 感作から 3、6 および９日目
に、測定の 1 時間前に経口投与し、コントロール群と比較し




化合物の抽出と単離 IT 15.5 g を、AcOEt および n-BuOH で
順次抽出し、各種カラムクロマトグラフィーあるいは再結晶
により精製を行った。AcOEt 画分（340 mg）より apigenin（32.6 
mg） （1）、apigenin 7-glucoside（21.6 mg）（2）、luteolin（14 mg） 
（3）、luteolin 7-glucoside（4）、chrysoeriol（0.21 mg）（5）、quercetin 
（13 mg）（6）、quercetin 3-glucoside（1.4 mg）（7）、kaempferol 
（0.8 mg）（8）、kaempferol 3-glucoside（0.42 mg）（9）、また





入手できた化合物 1、2、3、4、6、8 および 9 の各々20 mg/kg
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Fig. 9 IT より単離した化合物の効果 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. *,# p<0.05 as 






















































レルギー作用、iNOS および COX-2 発現抑制作用、血小板
凝集抑制作用の他、近年では血小板 TXA2受容体への拮抗
阻害および TXA2受容体からのシグナル伝達阻害活性、さ
















Fig. 8 IT より単離した化合物の構造式 
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化合物の構造解析 化合物 5 および 14 は、TLC から、す
でに本植物花弁から単離されている quercetin（5）、
quercetin-3-O-β-D-galactoside（14）であると推定されたため、
標品との混融、TLC、IR および 1H-NMR により比較、同定
した。化合物 12 は、FAB-MS では m/z 597 に [M＋H]＋の分
子イオンピークを示し、1H および 13C-NMR から化合物 14
に β-xylose 1 分子が結合した化合物であると推定された。





されたため、文献値 18) と比較したところ一致し、同定した。 
インや、PGs、TXA2 および NO などの炎症性メディエー
ターの産生を抑制し、結果として血管内皮細胞の損傷およ
び微小循環系の血管透過性亢進を抑制する。また、luteolin
（3）および apigenin（1）は感作後に誘導される iNOS 遺
伝子および COX-2 の発現を抑制すると共に、apigenin（1） 
















スイフヨウ花 MeOH エキス (HM) の調製 開花期の花
（1.7 kg）を MeOH に冷浸し、得られた抽出液を減圧下濃
縮後、MeOH エキス（HM；49 g）とした。この一部を冷
凍保存し、用時、精製水を用いてマウスの体重 10 g あた
り 100 µL になるようにこれを溶かし、200 mg/kg body 
weight に調製し、生物試験に用いた。 
スイフヨウ花のアレルギーインダクションフェーズ抑制









基 1 つ分少ない kaempferol のシグナルと一致した．従って、
kaempferol-3-O-β-D- xylopyranosyl- (1→2)- β-D-galactopyranoside（13）
であると推定されたため、文献値 18) と比較したところ一致し、
同定した（Fig. 12）。化合物13は本植物からは初めて単離した。 
化合物 11 は、融点 300 ℃以上の黄色粉末で、FAB-MS にお
いて m/z 743 に [M＋H]＋の分子イオンピークを示し、分子
Fig.10 スイフヨウ花エキスの効果 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 





























Fig.11   HMBC correlation of 12 
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式は高分解能 MS により C32H38O20と決定した．IR スペクト
ルで水酸基、カルボニル基の吸収を示し、UV スペクトルで
はフラボノールに特徴的な吸収を示した．さらに、1H およ
び 13C-NMR スペクトルデータにおいては、化合物 12 と比
較して、6炭糖1個分に相当するシグナルが多く認められた．
この糖は、4.53 ppm にアノメリックプロトン（J = 1.4 Hz）、
1.18 ppm にメチル基のダブレット（J = 6.4 Hz）のシグナル
を示したこと、さらに 1 位から 6 位のプロトンの J 値から、
rhamnose と決定した．その結合部位については、HMBC スペ
クトル（Fig. 13）において、1 位のプロトンから galactose の 6
位の炭素へ相関が認められたことから、galactose の 6 位の水
酸基に結合していることが判明した．rhamnose のアノマーの
配置は、13C-NMR スペクトルのケミカルシフトから α と決定
した．以上の結果から、本品はquercetin-3-O-[β-D-xylopyranosyl 




先の化合物のうち、Hm の主成分である化合物 12 と、新
規化合物 11の各々 20 mg/kgを、Hmと同様にHEL感作日、
感作から 3、6、9 日目に経口投与し、１時間後に血流量を
測定し、コントロール群と比較した．その結果、Fig. 14 に














(1→2) -β-D-galactopyranoside（12）および kaempferol-3-O-β-D- 
xylopyranosyl- (1→2) -β-D- galactopyranoside（13）に関しては
本植物から初めて単離した。さらに、11 および 12 のアレ
ルギーインダクションフェーズ抑制作用について明らか
にした。しかし、11 および 12 は、感作による血流量低下
の一要因である全血血小板凝集亢進に対し、いずれも有意
な改善作用を示さなかった（データ示さず）。先に本研究
































Fig.13   HMBC correlation of 11 ５．HEL 感作マウスの血流量低下を指標とする瘀血の  

















Fig. 14   HM から単離した化合物の効果 
Each value presents the mean ± S.E. (n = 5). * and # p<0.05 as 
compared with control group (Dunnett’s test with Bonferroni). 
HMBC（H→C）
生薬 生薬はいずれも市販品（栃本天海堂）の第 14 改正
日本薬局方適用生薬を用いた。
漢方処方エキスの調製および投与方法 以下の漢方処方
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はいずれも、1 日量を文献値 21) に従ってそれぞれ水 400 
mL を加えて 30 分間煎じ、得られた抽出液を減圧下濃縮
後エキスとした。これらのエキスを蒸留水に懸濁あるいは













































Fig.16 構成生薬の HEL 感作による血流量低下に対する
効果
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
compared with normal group (Dunnett’s test with Bonferroni). 
Each value presents the mean ± S.E. for 5 mice. * p<0.05 as 
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８. 特記事項 
 
本総説は岐阜薬科大学博士論文（乙第 330 号）の内容を
中心にまとめたものである。
 
